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La presente invention concerne un procede de preparation d'un 
materiau collagenique, permettant de controler la Vitesse de biodegradation in 
vivo de ce materiau. 

Elle est plus precisement relative a un procede de traitement d'un 
5 composant collagenique permettant d'obtenir des materiaux de stabilite et de 
proprietes mecaniques variables selon les conditions dudit traitement, adaptes 
aux diverses applications biomedicales du collagene. 

Les biomateriaux a base de collagene sont actuellement utilises 
dans de multiples applications en pr§sentant comme avantage majeur d'fetre 
10 resorbables. Cependant, selon leurs applications, II est necessaire de controler 
leur degradation biologique. En effet, les proprietes mecaniques du mat§riau 
collagenique implante doivent progressivement diminuer et ledit materiau doit 
etre finalement entierement digere sur un periode determinee. 

Selon les applications de ces biomateriaux ^ base de collagene, la 
15 degradation de ce dernier doit en general intervenir en un temps allant de 
quelques jours a plusieurs semaines. 

Pour atteindre ces objectifs, les proprietes du collagene peuvent 
etre modifiees de plusieurs fagons possibles. On connait ainsi dans la 
technique, des traitements conduisant a la formation de liaisons ioniques, de 
20 liaisons hydrogenes ou encore de liaisons covalentes (Chvapil et al., in 
International Review of Connective Tissue Research. Vol. 6, Eds. D.A. Hall and 
D.S. Jackson, Academic Press. UK. 1973, 1-61). 

La creation de liens intermoleculaires permet d'augmenter le 
temps de biodegradation du materiau collagenique et la resistance mecanique 
25 des fibres de collagene tout en diminuant la capacite d'absorption tfeau, la 
solubility et la vitesse de degradation enzymatique de ces demiferes (Pachence 
et al., Medical Device & Diagnostic Industry. 1987. 9, 46-55). 

On a ainsi propose dans la technique des precedes permettant de 
reticuler le collagene soit par des methodes physiques soit par des methodes 
30 chimiques. 

Les methodes chimiques font appel a des agents reticulants 
comme des composes aldehydiques parmi lesquels on peut citer en particulier 
le formaldehyde, le glutaraldehyde, le succinaldehyde. le glyoxal et I'acroleine 



ou encore les carbodiimides. les diisocyanates et les derives azide (Pachence 
et al., Medical Device & Diagnostic Industry. 1987. 9, 46-55 ; Weadock et al., 
Biomat. Med. Dev. Art. Org., 1983^4. 11. 293-318 ; BIOETICA et INSERM, FR 
2 617 855). 

5 Les composes aldehydiques sont certes les agents reticulants les 

plus utilises mais ils generent des biomat6riaux potentieHement cytotoxiques. 

II est souhaitable d'introduire le moins possible de produits 
chimiques dans un biomateriau implantable, car ces additifs engendrent des 
complications et contraintes reglementaires de plus en plus lourdes pour 
10 demontrer I'absence de toxicite de tels produits. 

On connait par ailleurs dans la technique, un precede pour 
modifier le collagene en formant des fonctions aldehydes au sein meme de 
celui-ci, par coupure oxydattve a I'adde penodique ou Tun de ses sels, ce 
traitement permettant la reticulation du collagene a pH neutre ou basique (M. 
15 Tardy et J.L. Tayot. US 4 931 546). 

Enfin. il a egalement 6t6 propose dans la technique de modifier les 
propriet6s du collagene en fonctionnalisant les groupes amino et carboxyles 
des amino-aoide^ qu'il contient. Selon cette approche, des modifications de 
charge et de polarite peuvent ainsi ralentir ou accelerer la degradation du 
20 collagene (Green et aL. Biochem. J.. 1953, 154. 181-187 ; Gustavson. Ark. 
Kemi.. 1961.55, 541-546). 

Les methodes physiques comprennent quant a elles la 
deshydratation, le vieillissement, le chauffage en absence d'humidite ou encore 
I'irradiation par les rayons ultraviolets, par rayonnement beta ou gamma. 
25 Parmi ceux-ci. le traitement par irradiation au rayonnement b6ta 

ou gamma est utilise pour steriliser les materiaux collageniques deshydratSs. 
mais conduit d des materiaux dont la resistance est difficilement prSdictible a la 
lumiere da le Mt^Nrture ^e^eietmto. 

Les differents parametres pouvant' intervenir dans ce type de 
30 traitement ne sont pas connus de maniere suffisante pour permettre de 
controler la qualite des biomateriaux collageniques resultants, en particulier du 
point de vue de leur resistance mecaniquie et de leur Vitesse de biodegradation 
(Sintzel et al.. Drug Dev. Ind. Pharm.. 1997. 23. 857-878). 



3 

On constate done que les divers traitements que Ton connait dans 
la technique permettant d'agir sur certaines proprietes des materiaux 
collageniques, sont soit a Torigine de toxicites indesirables ou potentielles dans 
les applications envisagees. ou encore difficiles ou couteux a mettre en oeuvre, 
5 ou ne permettent pas de controler efficacement les proprietes du materiau final 
obtenu. 

La presente invention a pour objectif de foumir un traitement 
permettant d'obtenir des materiaux collageniques dont la Vitesse de 
degradation in vivo et les proprietes mecaniques sont modulables suivant les 
10 applications potentielles desdits materiaux. 

Un autre objectif de invention est de foumir un proced6 de 
traitement conduisant d un biomateriau pr§t d I'emploi, en procedant 
simultanSment a la reticulation et d la sterilisation du materiau collag§nique. 

A cette fin, la presente invention a pour objet un proced6 pour la 
15 preparation d'un materiau collagenique reticul§, biocompatible, non toxique et a 
Vitesse de biodegradation in vivo contrdlee, caracterise en ce qu'il comprend le 
fait de soumettre un composant collagenique a r6tat humide, soit a une 
irradiation par rayonnement beta, soit S une irradiation par rayonnement 
gamma, le materiau collagenique obtenu etant sterile et biodegradable en 
20 quelques jours a plusieurs semaines. 

Uinvention a aussi pour objet le precede precite caracterise en ce 
que le composant collagenique a I'etat humide est associe a un reseau de 
fibres de collagene de preference de structure helicoidale, prealablement § son 
irradiation. 

25 Uinvention concerne aussi les materiaux obtenus par le precede 

ci-dessus. 

Elle concerne encore un materiau bicompesite qui est 
biocompatible, non-toxique et sterile, a Vitesse de biodegradation in vivo 
controlee, suturable ou agrafable, caracterise en ce qu'il comprend uniquement 
30 ou principalement, deux couches intimement associees et reticulees avec 
interpenetration des reseaux reticules. Tune desdites couches etant formee d'un 
film a base d'un composant collagenique reticule et I'autre d'une compresse 
tassee forme de fibres de collagene reticule rendues insolubles, notamment 



de collag^ne d structure h6licoTdale, pr6parees a partir de collagene solubiiise 
ou disperse dans une solution aqueuse. 

Les Inventeurs ont decouvert de maniere tout a fait surpr nante et 
imprevisible, que les propri6t§s de miat6riaux collageniques dependent du mode 
d'irradiation b6ta ou gamma du rayonnement utilise pour r§ticuleret/ou steriliser 
le collagene. 

lis ont decouvert en particulier que le taux d'hydratation du 
matSriau irradi^ joue lui-m§me un rdle decisif dans les proprietes finales du 
materiau collagenique resultant. 

Us ont en effet observe que les rSsultats obtenus sont nettement 
diff6rents suivant la nature du composant collagenique traite et suivant les 
conditions de sterilisation par in-adiation appliqu^es. 

Les inventeurs-ont ainsi mis en Evidence un traitement permettant 
S la fois la reticulation et la structuration du composant collagenique traite, 
simultanement a sa sterilisation, conduisaRt e un materiau pr§t a I'emploi e 
proprietes definie*, en-particulier du point de vue de sa resistance mecanique et 
de son temps de degradation in vivo. 

Selon I' invention, le terme "staicturation" du composant 
collagenique se rapporte e la balance entre le taux de reticulation et le taux 
d'hydrolyse dudit composant collagenique qui conduit e des biomateriaux plus 
ou moins resistants. 

Selon I'invention, la nature du composant collagenique se refere 
en particulier e son etat (taux d'humidite), son pH ou encore sa 
fonctionnalisation, le cas ech6ant. 

Le composant collagenique mis en ceuvre dans le precede de 
I'invention se trouve a retat humide. Par etat humide, on entend une mati6re 
presentant un taux d'humidite sup6rieur e 30 %, plus pr6f6rentiellement compris 
entre 40 et 95%. 

A titre comparatif, I'etat sec correspond quant a lui a une matidre 
dont le taux d'humidite est inf6rieur a 30 %, celui-ci etant de preference compris 
entre 5 et 20 /o. 

Dans ce cas, celui-ci peut se presenter, e retat humide, sous ia 
forme d'un gel ou d'une solution aqueuse, ou e retat partiellement deshydrate. 
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SOUS la forme d'un film, le taux d'humidlte etant dans ce dernier cas voisin de 
30 % a la difference des gels et solutions qui contiennent une beaucoup plus 
grande quantite d'eau. 

Quelle que soit sa forme, la concentration en composant 
5 collag6nique (matiere seche) est au minimum de 0,5 %, celle-ci etant de 
pr^f^rence superieure a 2,5 %. 

Le composant collag§nique utilise aux fins de Tinventlon peut 
consister en ou comprendre du collagene indifferemment d'origine animate ou 
humaine ou obtenu par des moyens de recombinaison gen§tique. On utilise dfe 
10 preference du collag§ne natif, solubilis6 S pH acide ou encore tel qu'obtenu 
aprSs traitement par digestion a la pepsine. II peut s'agir en particulier de 
collagene bovin de type I ou de collagdnes humains de type I ou III ou encore 
de melanges en toutes proportions de ces demiers. 

Le composant collagenique peut egalement consister en ou 
15 comprendre du collagene modifi6 par coupure oxydative, notamment ^ I'aide 
d'acide periodique ou I'un de ses sels selon la technique precitee. 

On rappelle brievement que cette technique consiste d soumettre 
une solution acide de collagdne d Taction de I'acide periodique ou I'un de ses 
sels par melange avec une solution de cet acide ou sel d une concentration 
20 comprise entre 1 et 10'^ M, de preference entre 5 10"^ M et 10'^ Ma une 
temperature voisine de la temperature ambiante, pendant une duree pouvant 
aller de 1 0 minutes ^ 72 heures. 

Selon I'invention, on utilise une solution aqueuse acide de 
collagene dont la concentration est comprise entre 5 et 50 g/l, celle-ci etant de 
25 pr6f§rence de 30 g/l. 

Ce traitement provoque des coupures dans certains constituants 
du collagene qui sont I'hydroxylysine et les sucres et cree ainsi des sites 
r6actifs sans en provoquer la reticulation tant que le pH reste acide. 

La coupure oxydative du collagene a comma fonctlon de 
30 permettre une reticulation moderee ult§rieure du materiau collagenique mais 
I'invention n'exclut pas que Ton puisse realiser cette fonctlon par d'autres 
moyens de reticulation moder6e, par exemple par rayonnement beta ou 
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gamma, ou d'autr s agents de reticulation moderee, par exemple des agents 
chimiques a des doses suffisamment faibles et non toxiques. 

Le composant collagenique mis en oeuvre selon I'invention peut 
encore consister en ou comprendre du collagene ayant perdu, au moins 
5 partiellement, sa structure h§licoVdale, notamment par chauffage a une 
temperature superieure a 37*C. de preference comprise entre 40 et 50*C 
pendant moins d'une heure. 

On peut obtenir notamment une preparation finale que i'on peut 
assimiler a de la gelatine mais dont le poids moleculaire des chaTnes 
10 elementaires est superieur ou egal a 100 kDa. 

Le traitement par chauffage a temperature superieure a 37*^0 de 
la solution de collagene entraine la parte progressive de la structure helicoTdale 
du collagene, mais {'invention n'exclut pas que Ton puisse r^aliser cette fonction 
par d'autres moyens physiques ou chimiques, par exemple par ultra*sonication, 
15 ou par addition d'ageints chaotropiques. 

Le composant collagenique peut aussi etre forme de ou 
comprendre du collagene fonctionnalisd au niveau des fonctions amino et/ou 
carboxyle des amino-acides par exemple par succinylation, methylation ou 
encore par greffage d'acides gras, ou toute autre mSthode connue pour 
20 modifier chimiquement le collagene. 

Uinvention s'applique egalement a des melanges en toutes 
proportions des differents composants collageniques precites. 

Le composant collagenique selon {'invention peut egalement 
contenir un additif hydrophile macromoieculaire. 
25 Conformement a la present© invention. Tadditif hydrophile 

macromoleculaire prSsente un poids molecu(aire avantageusement superieur ^ 
3 000 daitons. 

|{ peut s'agir de polymeres hydrophfles^ de synthese, 
avantageusement de poids moleculaire compris entre 3 000 et 20 000 daitons. 
30 Le polyethylene glycol est particulierement prefere. 

11 peut s'agir egalement de po(ysaccharides, parmi {esquels on 
peut citer {'amidon, {e dextrane et la cellulose qui sont preferes. 



On peut egalement prevoir Tutilisation de tels polysaccharides 
sous form oxydee faisant apparaitre des fonctions carboxyliques dans ces 
molecules. 

Les mucopolysaccharides peuvent egalement convenir aux fins de 
5 rinvention mais ne sont pas preferes car leur origine animale particuliere les 
rend difficiles a preparer en satisfaisant aux normes reglementaires de 
tragabilitS. 

Uadditif hydrophile est selectionne en fonction de divers 
parametres lies notamment a son application, comme son prix, son innocuite. 
10 sa biodegradabilite et/ou sa facilite tfelimination, notamment par voie renale, en 
cas d'application therapeutique. 

La concentration en additif hydrophile est de 2 a 10 fois inferieure 
a celle du composant collagenique. 

On decrit plus precisement ci-apres le proced6 de preparation 
15 d'un materiau collagenique selon la presente invention. 

Celui-ci comprend une etape selon laquelle le composant 
collagenique tel que defini ci-dessus, est soumis a une irradiation par 
rayonnement beta ou a une irradiation par rayonnement gamma selon la 
resistance mecanique du biomateriau final souhaitee ainsi que sa Vitesse de 
20 biodegradation in vivo. 

Le composant collagenique est avantageusement traite a pH 
neutre, de preference compris entre 6,5 et 8 dans le but de favoriser les 
reactions de reticulation et d'obtenir un biomateriau biocompatible grace au pH 
physiologique. 

25 Le composant collagenique est reticule/structure par irradiation 

aux rayons beta ou gamma a des doses sterilisantes, avantageusement de 
rordre de 20 a 50 KGrey. de preference comprise entre 25 et 35 KGrey. 

Dans certaines conditions, les doses peuvent etre reduites, par 
exemple jusqu'a 5 kGrey pour des materiaux deja steriles ou tres peu 
30 contamines, ce qui permet de moduler a la baisse le degre de reticulation. 

Conformement a Tinvention, le traitement par irradiation beta 
appliquee a un composant collagenique a Fetat humide permet d'obtenir un 
materiau presentant une forte resistance a la degradation qui est ainsi 



biodegradable in vivo en plusieurs semaines alors qu'une exposition a un 
rayonnement gamma, conduit a un biomateriau conduisant a une faible 
resistance a la degradation qui sera ainsi biodegradable in vivo en quelques 
jours. 

5 Ces resultats sont inverses de ceux obtenus pour un composant 

collagenique a I'etat sec pour lequel une irradiation au rayonnement beta 
conduit a un biomateriau dont la degradation sera obtenue en quelques jours 
alors que Tirradiation gamma conduit S un biomateriau dont la degradation sera 
obtenue en plusieurs semaines. 

10 Selon une variante de realisation de Tinvention, le composant 

collagenique destine d §tre structure par irradiation est associe au pr§alable a 
un reseau de fibres de collagene non denature qui est avantageusement mis 
sous forme d'une compresse tassee. 

La preparation de cette compresse peut etre realisee a partir de 

15 collagene natif. oxyd6 a Faide d'aoide pertodique ou Tun de ses sels. 

Des fibres sont formees a partir de la solution r^sultante qui sont 
ensuite reticul§es par neutralisation. 

Les fibres de collagene oxyde, de structure h^llcoTdale, ainsi 
reticulees sont lyophitisSes et deshydratees puis tassees pour former la 

20 compresse. 

On depose ensuite sur cette compresse tassee de collagene 
fibreux, une solution de composant collagenique preparee comma indiquee 
precedemment. 

Uensemble est avantageusement seche et partiellement rehydrate 
25 pour augmenter la concentration en composant collagenique. 

On precede ensuite au traitement par irradiation comme decrit ci- 

dessus. 

On obtient aiF^st la stFuctaratton/reticulation de Vensemble precit^ 
conduisant a un materiau bicomposite comprenant une couche formant film a 
30 base d'un composant collagenique reticule associee a une compresse tassee 
de fibres de collagene reticule avec interpenetration d^s reseaux reticules. 
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D'une maniere generate, ce proc6de peut etre applique a des 
compresses de fibres, tissees ou non tissees, de collagene avantageusement 
de structure helicoTdale. 

Les materiaux collageniques obtenus par le precede de Finvention 
5 sont utiles pour la prevention des adherences post-operatoires et/ou la 
cicatrisation de plaies. 

De tels materiaux sont particulierement utiles pour favoriser la 
cicatrisation des plaies cutanees et des plaies chirurgicales. Leur nature 
biocompatible les rend tres facilement colonisables par les cellules des 
10 differents tissus au contact desquels ils sont appliques. 

Dans le cas des plaies internes, il a ete observe que cette 
cicatrisation s'effectue de maniere harmonieuse sans entrainer de proliferations 
tissulaires fibreuses anarchiques responsables d'adherences post-op§ratoires. 

Uactivite cicatrisante de ces materiaux peut evidemment etre 
15 renforcee par Taddition de facteurs de croissance ou de differenciation 
cellulaires. 

Les materiaux selon Finvention sont done recommandes pour 
assurer rapidement une cicatrisation de qualite, aussi proche que possible de 
Tanatomie initiate. 

20 Les materiaux collageniques associes a un reseau de fibres de 

collagene sont egalement utiles pour la cicatrisation de plaies comme indique 
auparavant. Ils presentent I'avantage d'etre suturables et agrafables compte 
tenu de leur resistance tres elevee resultant de Firradiation aux rayonnements 
beta. 

25 Ces materiaux peuvent egalement etre utilises pour le 

remplacement de tissus ou parois (par exemple parol oesophagienne, 
intestinale...) ou pour le comblement de ceux-ci (en cas d'ablation partielle 
d'une partie de tissu ou paroi). 

30 EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Structuratlon d'un gel de coilagdne chaufF6. 
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Une solution acide de collagene bovin de type I, a la concentration 
de 16 %, est preparee en solubilisant la poudre acide de collagene dans de 
Teau ultrafiltree demin^ralisee, a une temperature comprise entre 40 et 60*'C, 
pendant une duree inferieure a 30 minutes. La solution est neutralisSe jusqu*a 
5 pH 7,45 par addition de soude normale, des que la solution de collagene est 
suffisamment fluide, soit 5 a 10 minutes apres {'addition de collagene dans 
Teau, pour eviter I'hydrolyse du collagene. 

La solution de collagene est ensuite ftltree sterilement sur une 
membrane de porosite 0.22 pm et conservee a une temperature comprise entre 
10 0 et 10**C. avant son utilisation. 

On obtient une preparation finale que Ton peut assimiler S de la 
gelatine, mais dont le poids moleculaire des chaines elementaires est superieur 
ou egai a environ 100 kDa. 

D'autres sources de collagdne, connues de I'homme de Tart. 
15 peuvent etre utili sees pour obtentr du collagene chauff§ comme decrit ci-dessus 
dans cet exemple. 

Dans le cas du collagene bovin de type i, il peut etre acido-soluble 
(extrait a partir de t^eaux ou de tendons a pH acide), ou solubilis§ par digestion 
avec la pepsine, qui facilite les titrations sterilisantes ult§rieures du collagene 
20 chauffe. 

La solution de collagene chauffe obtenue est ensuite mise en 
forme par moulage, "prilling" (formation de billes par passage dans des 
capillaires et recueillement des gouttes), sechage partiel (qui permet 
d'augmenter la concentration en composant collagenique), ou tout autre 
25 proced§ a une temperature comprise entre 40 et 70**C, puis refroidie a une 
temperature comprise entre 0 et 25''C. 

Ces traitements ont pour but d'obtenir des biomateriaux de toutes 
formes, adaptees aim applicattens reoherehees. comme par exemple des tubes 
capillaires, des billes. microbilles, capsules, films, pouvant contenir des 
30 molecules d'interet therapeutique. 

Le biomateriau prepare est reticul§ et sterilise soit par irradiation 
gamma soit par irradiation beta, a la dose de 25 a 35 KGy. 
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Le biomateriau irradie par les rayonnements gamma se dissout 
dans I'eau demineralisee, a 37°C, en moins d 24 heures. 

Par contre, le traitement par irradiation beta reticule fortement I _ 
biomateriau. Celui-ci ne se degrade pas h 60'C, dans I'eau demin§ralls6e, 
5 meme apres une journee. Sa capacity d'absorption d'eau est reduite, voire 
nulle. Elle est inferieurea 10 % du poids du biomateriau. Sa biodegradation est 
lente in vivo, et necessite plusieurs semaines lorsque le site d'implantation du 
biomateriau, chez I'animal, est sous-cxitan§ ou au contact des visceres. 

Selon une variante, ce materiau peut etre prepare a partir d'une 
10 solution de collagene natif de concentration comprise entre 0,5 et 3 %, 
contenant 5 g/l de NaCI et non soumise ^ retape de chauffage, de maniere a 
preserver la structure helicoTdale du collagene. 

EXEMPLE 2 : Structuration d'un film de collagene partiellement r^hydrate. 

15 Le materiau de I'exemple 1 est pe^pare sous forme de film 

d'epaisseur 2 mm, sans aucun additif chimique. 

Avant I'etape de traitement final par irradiation, le film obtenu est 
deshydrate sous un flux d'air sec et filtre pendant 24 heures. 

Le film sec obtenu est ensuite r^hydrate pendant 5 a 10 minutes 

20 dans de I'eau distillee. 

Le film partiellement rehydrate est conditlonne dans un emballage 
etanche a la vapeur d'eau, puis soumis au traitement par irradiation beta ou 
gamma d une dose de 25 a 35 kiloGrey. 

Le film obtenu en final mesure entre 0,5 et 1 mm d'6paisseur en 
25 fonction du temps de rehydratation prec^demment applique. Sa teneur en 
collagene est comprise entre 30 et 60 %. 

Le materiau sterilise par irradiation beta est tres resistant k des 
forces d'etirement et se degrade In vivo, par vole sous-cutanee, en plus de 3 
semaines. 

30 Le materiau sterilise par irradiation gamma est peu resistant a des 

forces d'etirement, gonfle spontanement au contact de I'eau a 37*C et se 
degrade in vivo apres implantation en moins d'une semaine. 
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En variante, ce materiau peut etre prepare a partir d'une solution 
de collagene natif de concentration comprise entre 0,5 et 3 %, contenant 5 g/l 
de NaCI et non soumise a Tetape de chauffage, de maniere a preserver la 
structure helicoTdale du collagene. 

5 

EXEMPLE 3 : Realisation d'un materiau suturabie par association du 
materiau collag^nique de {'example 2 d un r^seau de fibres de coliagdne 
de structure h^licoYdale. 

a) Preparation du reseau de fibres de collaqdne . 

10 On prepare une solution acide de collagene bovin de type I a la 

concentration de 1 % en solubilisant la poudre acide dans de I'eau ultrafiltr§e, 
demin^ralisee S 20''C. 

Cette solution est additionnee d*adde orthopdriodique, S Tabri de 
la lumiere. afin d'obtenir une concentration finale de 5 x 10"^ M en vue de 

15 preparer des fibres de collagene oxyd§^, conformement au brwet FR 2 601 371 . 

Apres^^2 heures de traitemeat, cette solutiorr est injectee dans une 
serie de capillaires parall^les, de diametre int6rieur voisin de 300 microns, qui 
produisent ainsi des tubes fins de collagene, coupes par unites de 4 cm de 
longueur, grace a un dispositif de section automatique. Ces fins capillaires de 

20 collagdne sont recueillis en vrac dans une solution tampon alcaline de 
carbonate de sodium 0.05 M a pH 9,3. additionnee d'ethanol a 30 %. 

Dans ces conditions, le collagene oxyde se r§ticule 
immediatement et les tubes de collagene deviennent insolubles. Les tubes ainsi 
reticules sont laves dans des bains successifs d'eau ultrafiltree. Une 

25 suspension de ces fibres est ensuite realis6e contenant 2 % de mati6re seche 
collagenique, additionnee de glycerine a 1 % et etalee en plaques d'Spaisseur 
5 mm. 

Les plaques sont eneufte^ lyop h Wi s eg g et' les compresses 
deshydratees sont tassees par pression, pour obtenir une epaisseur de 1 a 
30 2 mm. 

b) Preparation de la solution de collage ne chauffee . 

On realise une solution de collagene ^ 5 % chauffee dans les 
conditions decrites de Texemple 1 ou 2. 
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c) Association des deux materiaux precedents . 
La solution preparee en "b)" est coulee sur la compresse tass6e 
decrite au paragraphe "a)", a une dose de 0.2 ml/cm^ environ. 

Lensemble est ensuite seche sous flux iaminaire sterile pendant 

5 24 heures. 

Le materiau composite est ensuite partiellement rehydrate par 
trempage en eau, pendant 10 minutes. 

Le mat6riau est conditionne dans un emballage etanche ^ la 
vapeur d'eau et sterilise par irradiation beta (faisceau tf electrons accel6res). 
10 On obtient un materiau extremement resistant a retirement, dont 

les proprietes mecaniques le rendent utilisable avec les techniques 
chirurgicales de suture et tfagrafage. 

Ce materiau est constitue uniquement de collagene, sans aucun 
additif chimique. II est non toxique. parfaitement tolere par Torganisme et peut 
15 etre utilise comme substitut des tissus animaux, actuellement utilises par les 
chirurgiens (fascia lata, dure mere, etc.) dans les applications de remplacement 
ou de comblement de tissus, parois... ou encore de cicatrisation. 
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EXEMPLE 4 : Structuration d'hydr colloYdes collag^niques constitu^s de 
fibres de collagdne natif oxyd6. 

Les hydrocolloTdes collageniques sont realises a partir de 
collagene bovin natif. non digere par la pepsine, at oxyde par Tacide periodique. 
5 suivant le proced6 decrit dans le brevet US 4 931 546. 

On emploie des fibres de collagene natif de type I extrait de peaux 
de jeunes veaux. D'autres sources de collagene, connues de rhomme de Tart, 
peuvent 6tre utilisees. 

Une solution de collagene est preparee a 30 g/l par mise en 
10 suspension en HCI 0,01 N, dans un volume de 720 ml. Elle est additionnee 
d'acide periodique S la concentration finale de 8 mM, soit 1 ,83 g/l. 

Uoxydation est effectuee a une temperature de 22 ± S^'C, pendant 
3 h ± 30 minutes, sous agitation et S Tabri de la lumiere. 

Puis, le collagene oxydd est precipitd en ajoutant du NaCI 240 g/l, 
15 jusqu'a obtenir una concentration finale en NaCI de 41 g/l 

Apres 30 minutes dattente, le precipit6 est recolt6 par d6cantation 
a travers un tamis de toile de porosttd comprise entre 20 et 1 00 |jm, puis Iav6 4 
fois avec une solution de NaCI 41 g/ten HCI 0,01 N pour ^liminer toutes traces 
d'acide periodique ou de ses derives formes au cours de Toxydation du 
20 collagdne. On obtient un precipite de 1 1 0 g. 

Puis, le chlorure de sodium est elimine par trois lavages 
successifs du precipite salin de collagene, en utilisant un melange acetone/eau 
(80/20, m/m). 

Un lavage final en acetone 100 % permet d'obtenir 51,5 g d'un 
25 precipite acetonique, concentre, de collagene oxyde acide, non reticule et 
depourvu de produits toxiques, dus a i'emploi de I'acide periodique. 

Le precipitd acetonique est repris dans 390 ml d'eau 
d^mineralisde ultrafiltree (apyrogem) d 40''C pendaRt 5 d 10 minutes, pour 
obtenir une concentration en collagdne de 4.1 %. Puis, le melange est chauff6 
30 30 minutes S 50 ± 5*'C. 

Avant utilisation, la solution de collagene chauffS oxyde peut etre 
consen/ee a -20*'C. 
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Pour la realisation de rhydrocolloYde. le collagene oxyd6 chauffe. 
comme prepare ci-dessus. a la concentration finale de 4.1 % est additionn§, a 
38**C, d'une solution sterile de PEG 4000 (polyethylene glycol de poids 
moleculaire de 4 000) pour atteindre la concentration finale de 1,3 % de PEG et 

5 de 3,9 % en collagene total. Le pH de cette solution est ensuite neutralise a 7,3. 

Le melange de collagene est coule dans des supports 
hydrophobes, en polystyrene ou PVC, a raison de 0.2 g par cm^ II est evapor§, 
sous flux d'air sterile, pendant 18 a 24 heures. a une temperature voisine de 
22*'C. Le film resultant est rehydrate pendant 15 a 20 minutes dans de Teau 

10 demineralisee apyrogene, pour obtenir un hydrocolloTde. Ce biomateriau est 
structure et sterilise par irradiation au rayonnement beta ou gamma, a une dose 
comprise entre 25 et 35 KGy. Son humidite, avant sterilisation est comprise de 
preference entre 75 et 95 %. 

Les hydrocolloTdes structures par irradiation au rayonnement 

15 gamma se delitent en moins de 24 heures, a 37X, lorsqu'ils sont plonges dans 
de I'eau demineralisee apyrogene. 

Par centre, Tin-adiation beta, aux doses mentionn6es ci-dessus, 
permet d'obtenir un hydrocolloTde plus resistant qui garde son integrit6, meme 
apres avoir ete plonge dans de I'eau demineralisee apyrogene. ^ 37*C. pendant 

20 24 heures. 

EXEMPLE 5 : Structuration d'hydrocolloYdes collag6niques constituSs de 
fibres de collagdne natif non oxyd6. 

Les hydrocolloTdes decrits dans cet exemple represented une 
25 variante de Texemple 4. 

lis sont prepares a partir de collagene chauffe non oxyde et de 
PEG 4000 comme additif hydrophile macromoleculaire. 

On reprend du collagene I bovin natif acide, a la concentration 
finale de 3 %. dans de Feau demineralisee ultrafiltree contenant 1 % de PEG 
30 4000. Le melange est maintenu d 42X. sous agitation, jusqu'a obtenir une 
solution homogene, c'est-a-dire en moins de 30 minutes. Puis, il est degaze 
sous vide. 
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Ce melange est, ensuite, coule dans des supports hydrophobes, 
en polystyrene ou PVC, a raison de 0,27 g par cm^. 

II est s§che, sous flux d'air sterile, pendant 18 a 24 heures. 

Le film resultant est rehydrate, pendant 15 S 20 minutes, dans un 
5 tampon physiologique, afin d'obtenir un film de pH neutre, compris entre 7 et 8. 
On peut utiliser a cet effet un tampon phosphate 150 mM, de pH 8,2. 

Ce biomat^riau est structur§ et sterilise par irradiation au 
rayonnement b6ta ou gamma, a une dose comprise entre 25 et 35 KGy. Son 
humidite, avant sterilisation est comprise de preference entre 75 et 95 %. 
10 Les proprletes des mat§riaux obtenus sont comparables aux 

materiaux decrits dans les exemples precedents. La sterilisation par irradiation 
beta rend plus resistant I'hydrocolloide d base de collagene I bovin natif non 
oxydS que la st^ilisation par irradiation gamma. 

IS EXEMPLE 6 ; SfitictUfation dllydrocolloYdes collagdniques constitu^s de 
collagene I bovin pepsind oxydd. 

Les- hydrocolloTdes d§crits dans cet exemple reprSsentent une 
variante des exemptes-4 et 5. 

On utilise du collagene I bovin pepsin§. On peut, de la m§me 
20 maniere, utiliser des collag6nes humains de type I ou III, ou leur melange en 
toutes proportions. 

Le collagene est oxyde comme decrit dans I'exemple 4 avec les 
modifications suivantes : 

Le precipite acetonique de collagene oxyde est repris di la 
25 concentration finale de 3 %, dans de I'eau demin6ralis§e ultrafiltr6e, a 40°C. II 
est ensuite chauff6 d SCO, pendant 30 minutes. La solution de collagene 
chauff6 oxydd est st§rilisee par filtration sur membrane de porosite 0,46 pm, 
dans une etuve a 40X. 

A la temperature de 38''C, on ajoute au collag&ne oxyd6 comme 
30 prepare ci-dessus du PEG 4000 en solution aqueuse a 20 %, pour atteindre la 
concentration finale de PEG de 1 %. Le melange est neutralist jusqu'S un pH 
d 7,0, avec de la soud 0,5 N et 0,1 N. II est ensuite r6parti dans des supports 
hydrophobes, en polystyrene ou PVC, a raison de 0,27 g par cm^. 
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II est seche, sous flux tfair sterile, pendant 18 a 24 heures, a une 
temperature voisine de 22**C. Puis, il est rehydrate dans de I'eau demineralisee 
ultrafiltree. 

Ce biomateriau est structure et sterilise par inradiation au 
5 rayonnement beta ou gamma, a une dose comprise entre 25 et 35 KGy. 

Son humidite, avant sterilisation, est comprise de preference entre 

75 et 95 %. 

Comme pour les exemples precedents, realises a partir de 
biomateriaux humides, I'irradiatlon beta permet d'obtenir des materiaux plus 
10 resistants que Tirradiation gamma. 

EXEMPLE 7 : Structuration d'hydrocolloides collag6niques constitu6s de 
collag6ne de type I, pepsin^, chauffS, non oxyd6. 

Les hydrocolloides decrits dans cet exemple represented une 
15 variante des exemples 4, 5 et 6. 

Les hydrocolloides collageniques sont realises a partir de 
collagene bovin natif de type I. digere par la pepsine et chauffe. 

On peut, de la meme maniere, utiliser des collag§nes chauffes 
humains de type I, III ou leur melange en toutes proportions. 
20 On emploie une solution de collagene chauffe a 3 % et neutralise, 

a pH 7,45, prepare suivant Texemple 1 . 

On ajoute, a 42^*0, au collagene chauffe a 3 %, une solution st§rile 
concentree de PEG 4000 pour obtenir une concentration finale de 0,9 % en 
PEG et de 2,7 % de collagene. Le pH de la solution est ajuste a 7.0, par 
25 addition tf une solution concentree tf hydroxyde de sodium. 

Ce melange est ensuite coule dans des supports hydrophobes, en 
polystyrene ou PVC, a raison de 0.27 g par cm^. 

II est seche. sous flux d'air sterile, pendant 18 a 24 heures, S une 
temperature voisine de 22*C. 
30 Le film resultant est rehydrate, pendant 15 ^ 20 minutes, dans de 

I'eau demineralisee ultrafiltree. 

Ce biomateriau est structure et sterilise par irradiation beta ou 
gamma, a une dose comprise entre 25 et 35 KGy. 
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Son humidite, avant sterilisation, est comprise de preference entre 

75 et 95 %. 

Comme pour les exemples precedents, r6aiis§s d partir de 
biomat6riaux liumides, la gamma-Irradiation permet d'obtenir des materiaux 
moins rSsistants que I'lrradiation beta. 

EXEMPLE COMPARATIF : Structuration d'un film de collagdne sec. 

On realise un film de collagene comme decrit dans la demande de 
brevet FR 9711589. 

On emploie du collagene oxyde chauffe, prepare suivant I'exemple 

7. 

Le collagfene utilise comme matiere premiere pour la preparation 
du collag6ne oxyde chauff§ est du collagene txjvin de type I, eventuellement 
solubilise par digestion a la pepsine et, purifi6 par des precipitations salines, 
selon les techniques d§jd decrites,.Oa peut utiliser, de la meme maniere. des 
collagSnes humains de type I ou III ou leur melange en toutes proportions. 

Une- solation d© coHagdr^e chauff6 oxyd§ a 3 % est additionn§e a 
35"C, d'une solution st6ril© <»ncerrtr*o*de PEG 4000 et de glycerine, pour 
obtenir une concentration finale de 0,9 % en PEG, de 0,54 % en glycerine et de 
2,7 % en collagene total. Le pH de la solution est ajuste a 7,0. par addition 
d'une solution concentree d'hydroxyde de sodium. 

Cette solution est coulee en couche mince a density de 
0,133 g/cm^ sur un support plan hydrophobe de type PVC ou polystyrene. Le 
film est sech6 sous flux d'air sterile, a une temperature voisine de 22°C. 

L'epaisseur moyenne du film obtenu est de 40 a 50 \^m, avec un 
taux moyen d'humidite de 10 %. 

Le film sec est irradie par rayonnement b§ta ou gamma k une 
dose comprise entre 25 et 35 KGy. 

Dans ce cas, le film sec irradie par rayonnement gamma presente 
des proprietes mecaniques superieures au film Irradie par rayonnement b§ta 
comme I'indique le taux de gonflement, plus faible des films trait§s par les 
rayons gamma. Parallelement, la biodegradation du film sec traite par les 
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rayons gamma, in vivo, est superieure a 3 semaines. Par contre, le film sec 
irradie par rayonnement beta est "digere" in vivo en moins d'une semaine. 



Mode irradiation 


Resistance d la 
degradation, en milieu 
acide (pH 2), k 37X 


Biod6gradation in vivo 


B§ta 25>35 KGy 






(faisceau d'electrons 






acceleres) 






Etat sec 


faibie 


quelques jours 


Etat humide 


forte 


plusieurs semaines 


Gamma 25-35 KGy 






(source radioactive) 






Etat sec 


forte 


plusieurs semaines 


Etat humide 


faibie 


quelques jours 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour la preparation d'un materiau collagenique 
reticule, biocompatible, non toxique t a vitesse de biodegradation in vivo 
controlee. caracterise en ce qu'il comprend le fait de soumettre un composant 
collagenique a Tetat humide. soit a une irradiation par rayonnement b6ta, soit a 
une irradiation par rayonnement gamma, le materiau collagenique obtenu etant 
st6rile et biodegradable en quelques jours a plusieurs semaines. 

2. Procede selon la revendication 1 . caracterise en ce que le 
compose collagenique presente un taux d'humidite superieur a 30 %, de 
preference compris entre 40 et 95 %. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 et 2. 
caracterise en ce que le composant collagenique est sous forme d'un gel. 

4. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce quele composant collagenique est sous forme d'une solution 
aqueuse. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracteris6 en ce que le composant collagenique presente un pH 
neutre. de preference compris entre 6.6 et 8. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la concentration en composant collagenique 
(matidre seche) est de 0.5 % au minimum et de preference superieure a 2.5 %. 

7. Precede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le composant collagenique consiste en ou 
comprend du collagene ayant perdu au moins partiellement sa structure 
helicoidale, 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le 
collagene ayant perdu au moins partiellement sa structure helicoidale est forme 
de collagene non hydrolyse. constitue majoritairement de chalnes a. 

9. Precede selon I'une quelconque des revendications 7 et 8. 
caracterise en ce que le composant collagenique consiste en ou comprend du 
collagene ayant perdu au moins partiellement sa structure helicoidale par 
chauffage au-dessus de 37*'C. de preference comprise entre 40 et 50X. 
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10. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 S 6, 
caracteris6 en ce que le composant collag6nique consiste en ou comprend du 
collagene oxyd6. 

11. Procede selon la revendication 10, caracteris6 en ce que le 
collagene oxyde consiste en du collagdne modifie par coupure oxydatlve a 
I'aide d'acide periodique ou I'un de ses sets. 

12. Procede selon I'une quelconque des revendications 1^6, 
caracteris6 en ce que le composant collagenique comprend du collagene 
fonctionnalis6 au niveau des fonctions amino et/ou carboxyle des amino-acides. 

13. Procede selon I'une quelconque des revendications 
pr6cedentes, caracterise en ce que le composant collagenique comprend un 
additif hydrophile macromoleculaire. 

14. Proced6 selon la revendication 12, caracterise en ce que 
I'additif hydrophile macromoleculaire presente un poids moleculaire superieur a 
3 000 Daltons. 

15. Procede selon I'une quelconque des revendications 13 et 

14, caracterise en ce que I'additif hydrophile macromoleculaire est un polymere 
hydrophile de poids moleculaire compris entre 3 000 et 20 000 Daltons. 

16. Precede selon I'une quelconque des revendications 13 ^ 

15, caracterise en ce que I'additif hydrophile macromoleculaire est le 
polyethyleneglycol. 

17. Procede selon I'une quelconque des revendications 13 ^ 

16, caracterise en ce que I'additif hydrophile maaomoieculaire est choisi parmi 
les polysaccharides notamment I'amidon. le dextrane ou la cellulose, ou les 
mucopolysaccharides. 

18. Precede selon la revendication 17, caracterise en ce que 
I'additif hydrophile macromoleculaire est un polysaccharide sous fornie oxydee. 

19. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le composant collagenique est irradie a une 

dose de 5 a 50 KGy. 

20. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le composant collagenique est irradie a une 
dose de 20 S 50 KGy. de preference 25 ^ 35 KGy 
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21. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracteris6 en ce que le composant collagenique est irradi6 par 
rayonnement beta, le materiau collagenique resultant etant fortement reticul6 et 
biodegradable in vivo en plusieurs semaines. 
5 22. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 21, 

caracterise en ce que le composant collagenique est irradid par rayonnement 
gamma, le materiau collagenique resultant etant faiblement reticul6 et 
biodegradable in vivo en quelques jours. 

23. Procede selon Tune quelconque des revendications 
10 precedentes, caracterise en ce que le composant collagenique a r§tat humide 

est associe a un reseau de fibres de collagene de preference de structure 
helicoTdale, prealablement S son irradiation. 

24. Procede selon la revendication 23, caractdrisd en ce que le 
reseau de fibres de collagene consists en une compresse de fibres tassees 

15 obtenue a partir d'une solution acide de collagene natif, par traitement a i'aide 
d'acide periodique ou Tun de ses sets, formation de fibres puis reticulation par 
neutralisation, les fibres de collagenes de structure hdlicoTdale reticulees 
resultantes etant tassees sous pression, et en ce qu'on depose une solution de 
composant collagenique sur ladite compresse puis en ce que Tensembla est 

20 irradie aux rayonnements beta. 

25. Materiau collagenique bicomposite qui est biocompatible, 
non-toxique et sterile, a vitesse de biodegradation in vivo controlee, suturable 
ou agrafable, caracterise en ce qu*il comprend uniquement ou principalement, 
deux couches intimement associees et reticulees avec interp6n§tratton des 

25 reseaux reticul6s, Tune desdites couches etant formee tfun film ^ base d'un 
composant collagenique reticule et Tautre d'une compresse tassSe formee de 
fibres de collagene reticuld rendues insolubies, notamment de collagene de 
structure hdlicoTdaie, preparers d parttr de collagene solubilis^ ou disperse 
dans une solution aqueuse. 

30 26. Materiau collagenique bicomposite selon la revendication 

25, caracterise en ce qu*il est reticule par le procede selon Tune quelconque 
des revendications 23 et 24. 
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27. Materiau collagenique selon Tune quelconque des 
revendications 25 et 26, caracterise en ce que le composant collagenique est 
tel que defini selon Tune quelconque des revendications 7 a 18. 



